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2Ⅰ . 略語
Bach BTB and CNC homology
Blimp-1 B lymphocyte-induced maturation protein-1
BTB Broad-complex, tramtrack and bric a bric
CNC Cap'n'collar
CPZ Chlorpromazine
DMT1 Divalent metal transporter 1
ECL Enhanced ChemiLuminescence
Flp Flippase recombination enzyme
FRT Flp recognition target
HRG-1 Heme responsive gene-1
HO-1 Hemeoxygenase-1
Hx Hemopexin
Ig Immunoglobulin kappa
LRP1 Low density lipoprotein receptor-related protein 1
PCR Polymerase chain reaction
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
3Ⅱ . 要旨
ヘムはヘムタンパク質の補欠分子族として、酸化還元反応や
酸素輸送を担う。近年新たなヘムの機能として、ヘムの遺伝子
発現制御への関与が報告された。当研究室では、ヘムが転写抑
制因子 Bach1 と直接結合することで、 Bach1 の細胞核から細胞
質 へ の 移 行 と 分 解 を 促 し 、 ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － 1(HO-1)の 転
写 抑 制 を 解 除 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 HO-1 は 酸 化 ス ト
レスを軽減する誘導性の酵素であることから、細胞外に存在す
る ヘ ム が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る こ と で 酸 化 ス ト レ ス を 伝 え る
“シグナル因子”となる可能性が考えられた。しかし、生理的
条件下において、細胞外ヘムが Bach1 に作用することを検証し
た知見は無く、また細胞外ヘムが細胞質又は細胞核に輸送され
るといったヘムの動態も不明である。本研究では生理的条件下
における細胞のヘム取り込みを再現し、細胞外ヘムの細胞内へ
の輸送メカニズムを解明する実験系の構築を目指した。細胞外
ヘムは主に、ヘモペキシン (Hx)との複合体で存在する。Fl ippase
recombina t ion enzyme (Flp リコンビナーゼ )を用いて 、組換え Hx
の遺伝 子を 293 細胞 (ヒト胎 児腎細胞 )の染色 体に組み込ん だ安
定発 現株 を樹 立した 。組 換え Hx 安定 発現 株の 培養上 清か ら、
陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 精 製 と Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 精 製 に よ
る二 段階 精製 で高純 度の 組換 え Hx を得 た。 この 精製し た組 換
え Hx はヘ ムと 結合 し、ヘ ムタ ンパ ク質の 分光 学的 性質を 持つ
こと が示 され た。こ のヘ ム結 合型 Hx をマ クロ ファ ージに 分化
誘 導 し た THP-1 細 胞 に 作 用 さ せ る と 、 Bach1 の 分 解 を 伴 っ た
4HO-1 遺 伝 子 の 発 現 誘 導 が 見 ら れ 、 生 理 的 条 件 下 に お い て も ヘ
ムが Bach1 に作用することを示す知見が得られた。さらに、ヘ
ム結合型 Hx による HO-1 mRNA 発現誘導はエンドサイトーシス
依存的であり、この点で遊離ヘム単独処理とは異なることが示
され た。 ヘム 結合型 Hx と遊 離ヘ ムと では、 細胞 内へ 運ばれ る
輸送経路が異なることが示唆された。今後本実験系を用い、生
理 的 条 件 下 に お い て シ グ ナ ル 分 子 と し て 機 能 す る ヘ ム の 分 子
機構を追及していく。
5Ⅲ . 研究背景
ヘ ム は 好 気 性 の 細 胞 に お い て ヘ ム タ ン パ ク 質 の 補 欠 分 子 族
として機能し、生命活動に必須な因子である [1 ]。ヘムタンパク
質は機能的に 3 種類に分類されている。カタラーゼやオキシダ
ーゼなどの酸化還元酵素、シトクロ ム b 5 や c などの電子伝達体、
そして、ヘモグロビンやミオグロビンなどの酸素運搬体である。
酸化還元酵素、電子伝達体などのヘムタンパク質において、ヘ
ムは、ヘム鉄の酸化還元状態 (Fe 3 +⇌ Fe 2 + )を相互に変換すること
により、酸化還元酵素の触媒反応や、電子伝達の機能を担う [2 ,
3]。また、酸素運搬体において、ヘムは酸素分子を自身の Fe 2 +
に配位させることにより酸素を運搬する [4 ]。この様にヘムは補
欠分子族として、ヘムタンパク質の機能の中心的かつ基本的な
役割を担うことが知られてきた。
近年この様な従来の補欠分子族としての機能とは別に、ヘム
がタンパク質に結合することで、そのタンパク質の機能を調節
することが報告され始めている [5 -7 ]。その一つに、核内受容体
Rev-e rbαの機能制 御がある [8 ]。 Rev-e rbαは概日周 期、糖代謝
や ヘ ム 合 成 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 転 写 制 御 を し て い る 核 内 受 容
体である。Rev-e rbαのホモ二量体はコリプレッサー NCoR とヒ
ストン脱アセチル化酵素 HDAC3 とで複合体を形成し、DNA に
結 合 す る こ と で タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 。 ヘ ム が
Rev-e rbαに結合すると、この複合体が安定化し、ターゲット遺
伝子である概日周期、糖代謝やヘム合成に関与する遺伝子の発
現抑制が増強される。
6一方 、ヘムによって機能阻害される転写因子として Bach1 が
ある。 Bach1 はヘム結合性の転写因子として、これまで当研究
室 に お い て 多 く の 知 見 を 報 告 し て き た [6 , 9-12]。 Bach1 は 、 哺
乳 動 物 で 最 初 に ヘ ム 結 合 性 を 有 す る 転 写 因 子 と し て 同 定 さ れ
た。 Bach1 は、Maf 因子とヘテロ二量体を形成し 、細胞核内で
ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ -1 (HO-1)遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し て い る 。
HO-1 は 酸 化 ス ト レ ス な ど 様 々 な ス ト レ ス に よ っ て 発 現 が 誘 導
されるヘム 分解酵素である [13 ]。ヘムの分 解産物であるビリ ベ
ルジン、ビリルビンは活性酸素に対する防御作用を持ち酸化ス
トレスの軽減を担うため [14 ]、HO-1 は酸化ストレス制御に重要
な酵素として知られている。 Bach1 はヘムと結合することによ
り DNA よ り 乖 離 し 細 胞 核 か ら 細 胞 質 へ と 移 行 し 、 ユ ビ キ チ ン
化 を 経 て 速 や か に 分 解 さ れ る [6 , 9-11]。 結 果 と し て 、 ヘ ム は
Bach1 の不活性化を介し酸化ストレス応答に重要な酵素である
HO-1 の 発 現 を 誘 導 す る こ と で 、 細 胞 応 答 の シ グ ナ ル と し て 機
能すると考えられている。
最近では、 Bach1 と類似した Bach2 もヘム結合性の転写因子
として当研究室により報告された。 Bach2 は主に B 細胞で発現
し て お り 、 形 質 細 胞 分 化 の マ ス タ ー 遺 伝 子 で あ る Bl imp1 を 標
的 遺 伝 子 と し て い る [15 ]。 さ ら に 、 Bach2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
の解析で、 Bach2 が形質細胞分化、抗体クラススイッチ組換え
に 必 須 で あ る こ と が 明 ら か と な っ て い る [16 , 17 ]。 近 年 こ の
Bach2 にヘムが直接結合し形質細胞誘導を促進することが報告
され、細胞外ヘムが B 細胞の成熟や分化に影響を与えることが
7示唆されている [18 ]。
このような知見から、Bach 因子が細胞外ヘムの受容体として
機能し、遺伝子発現制御を介した酸化ストレスや免疫応答等の
細胞応答を担うことが考えられる。しかし、生理的条件下で細
胞 外 ヘ ム が Bach 因 子 に 作 用 す る 経 路 は 検 証 さ れ て お ら ず 、 ま
た細胞外ヘムが細胞内へ入り込むメカニズムも不明である。こ
れ ま で 報 告 さ れ て き た 実 験 で は 細 胞 培 養 液 に 遊 離 ヘ ム を 添 加
し、その効果を測定している。ヘムはその脂溶性により細胞膜
を透過するとされてきたが、生体内では遊離ヘムはほとんど存
在せず生理的実験系の確立が必要である。
そこで本研究では、より生理的な条件下で細胞外ヘムの取り
込 みと 作 用 をア ッ セイ す る In v i t ro の 実験 系 を 構築 し 、そ の 実
験系を用いて細胞外ヘムが Bach1 に作用するかを検証した。最
終的に Bach1 に作用するまでの細胞外ヘム取り込みメカニズム
の解明を目指した。
遊離ヘムは酸化還元反応を触媒し、活性酸素種の産生源とな
り得るため [19 -21]、生理的環境でヘムは単独で存在せず、タン
パク質に結 合していると考え られている [22 ]。血中では 、ヘム
は ア ル ブ ミ ン や ヘ モ ペ キ シ ン (Hx)と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て
い る 。 Hx は ア ル ブ ミ ン よ り も ヘ ム に 対 す る 親 和 性 が は る か に
高 い た め [23 ]、 一 度 ア ル ブ ミ ン に 結 合 し た ヘ ム も Hx に 再 結 合
す る こ と が 可 能 で あ り [24 ]、 血 中 の ヘ ム の ほ と ん ど は Hx と 結
合していると考えられる。
Hx は  -グリコシド結合型の糖タンパク質であり、炎症反応に
8応じて血液中に出現する分泌タンパク質である [25 -27]。血液中
の Hx は、 溶血 や横 紋筋融 解等 で生 じた遊 離ヘ ムに 強く結 合す
ることが知られており、細胞外の遊離ヘムによる障害から細胞
を保護し、さらにマクロファージや肝細胞等ヘムを分解する細
胞へヘムを輸送する機能を持つと考えられている [28 -30]。近年
で は 、ヘ ム と 結 合 した Hx(ヘ ム 結合 型 Hx)に 対 する 膜 受 容 体 と
して Low dens i t y l i popro te in recep to r- re l a ted pro t e in 1(LRP1)が 同
定された [31 ]。
LRP1 は 肝 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 神 経 、 脳 と い っ た 組 織 や
細胞に発現している [32 ]。ヘム結合 型 Hx が LRP1 に結合すると 、
受容体を介したエンドサイトーシスによりエンドソーム、もし
くはリソソームに取り込まれる。エンドソームやリソソームと
い っ た 膜 構 造 体 の 内 部 は 、 pH が 3~5 程 度 の 酸 性 状 態 に 保 た れ
てお り、 酸性 状態で はヘ ムと Hx から ヘム が乖 離する こと が示
されている [33 ]。その結果 エンドソーム、も しくはリソソーム
内で遊離したヘムは細胞質に放出される。この時細胞質に排出
された遊離ヘムが Bach1 に結合すると予想されているが、これ
まで検証されてはいなかった。
このような研究状況を鑑み、本研究では、細胞外ヘムの主要
な存在形態であるヘム結合型の Hx を組換え Hx を用いて再構成
し、細胞外にヘムが過剰に存在する時の生理的環境を再現する。
その 上で 、エ ンドサ イト ーシ ス依存 的な ヘム 結合型 Hx の取 り
込み を検 証し 、最 終的に Hx に結 合し たヘ ムが Bach1 に作 用す
るか 検討 する ことで 、ヘ ム結 合型 Hx 由来 のヘ ムが 細胞内 に取
9り込まれ細胞質に放出されるまでの動態を検討する。
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Ⅳ . 研究目的
本研究では、組換え Hx を用いてヘム結合型 Hx を再構成し、
生 理 的 条 件 下 に お け る 細 胞 外 ヘ ム の 取 り 込 み を 再 現 す る In
v i t ro の実験系を確立する 。さらに、その実験系を利用して 、ヘ
ム結 合型 Hx 由来 のヘ ムの 細胞内 にお ける 作用機 構を 明ら かに
することを目的とする。
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Ⅴ . 研究方法
１使用したプラスミドとその構築方法
1.1 組換え Hx 発現プラスミドの構築
1.1.1 Hx 遺伝子のクローニング
ヒトの Hx をコードする cDNA が組込まれたプラスミド DNA
(Open biosys t ems)を 鋳 型 と し 、 hemopex in 遺 伝 子 (Hx 遺 伝 子 )を
Pyrobes t® DNA Polymerase (TaKaRa)を用 いて、 PCR (Po lymerase
cha in reac t ion )にて増幅した。PCR に用いたプライマーには 、5’
側に HindⅢ、 3 ’側に BamHⅠの制限酵素配列を付加した。増幅
した Hx 遺伝子を 1.8%アガロースゲルで電気泳動し、エチジウ
ム ブ ロ マ イ ド で DNA を 染 色 、 紫 外 線 を 当 て 可 視 化 し た 。 目 的
の 大 き さ (1311bp)の 位 置 に 存 在 す る DNA フ ラ グ メ ン ト は 、
QIAquick Gel Ex t r ac t i on Ki t (Qiagen)を用いてアガロースゲルか
ら 抽 出 し 精 製 し た 。 精 製 し た DNA フ ラ グ メ ン ト を 、 ト ポ イ ソ
メラーゼⅠを用いて pCR/Blun tⅡ ( Inv i t rogen)に挿入し、大腸菌
DH5α株に形質転換した。カナマイシン存在下で培養し形質転
換体を得た。 hemopex in 遺伝子の PCR に用いたプライマーは以
下の通り。下線部は制限酵素サイトを示している。
フォワード： 5’ -AAGCTTATGGCTAGGGTACTGGGAGCACCC-3 ’
リバース ： 5’ -GGATCCGTGAGTGCAGCCCAGGAGACTGGT-3 ’
各 大 腸 菌 ク ロ ー ン か ら 、 プ ラ ス ミ ド DNA を ミ ニ プ レ ッ プ 法
に より 精製 した 。 KpnⅠ 制 限酵 素消 化で イ ンサ ート の確 認 をし
た あ と 、 ABI DNA sequencer 310 (App l i ed Biosys t ems )を 用 い て
塩基配列を解析した。
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1.1.2 His タグ遺伝子のクローニング
His タグ配列を 3’末端に持つプラスミ ド DNA を作成するため、
His タグ遺伝子のクローニングを行った。His タグ配列を含むフ
ォワードとリバースのオリゴヌクレオチドを設計した。それぞ
れのオリゴヌクレオチドを同じ物質量比で混合し、95℃で熱変
性させた後序々に室温に戻してアニーリングした。使用したオ
リゴヌクレオチドの配列は以下の通り。下線部のヌクレオチド
同士がアニーリングする様に設計した。
フォワード： 5’ -GATCCCATCATCACCATCACCATTGA-3 ’
リバース ： 5’ -TCGATCAATGGTGATGGTGATGATGG-3 ’
ア ニ ー リ ン グ を 行 っ た 、 突 出 末 端 を 形 成 し て い る DNA フ ラ
グ メ ン ト を pcDNA5/FRT (Inv i to rogen)の BamHⅠ サ イ ト に ク ロ
ーニングし、大腸菌 DH5α株に形質転換した 。アンピシリン存
在 下 で 培 養 し 形 質 転 換 体 を 得 た 。 形 質 転 換 体 か ら プ ラ ス ミ ド
DNA をミ ニプ レップ 法に より 精製し た。 BglⅡ酵素 消化 でイン
サ ー ト の 確 認 を し た あ と ABI DNA sequencer 310 を 用 い て 塩 基
配列を解析した。
1.1.3 イムノグロブリン 鎖シグナル配列のクローニング
分泌 効率 の良 い Hx を作 成す るた めに 、分 泌能 が優 れたイ ム
ノ グ ロ ブ リ ン κ 鎖 の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 ( Ig le ader sequence)の
ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 Ig leader sequence を pDisp lay
(Inv i t rogen)を 鋳 型 と し 、 Pyrobes t® DNA Polymerase を 用 い た
PCR で増幅した。PCR に用いたプライマーは 5’側に HindⅢ、3’
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側 に BamHⅠ 制 限 酵 素 配 列 と XhoⅠ 制 限 酵 素 配 列 を 付 加 し た 。
増幅した Ig leader sequenc e を 1.8%アガロースゲルで電気泳動
し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で DNA を 染 色 、 紫 外 線 を 当 て 可 視
化した。目的の大きさ (70bp)の位置に存在する DNA フラグメン
ト を QIAquick Gel Ex t r ac t i on Ki t を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら
抽 出 し 精 製 し た 。 精 製 し た DNA フ ラ グ メ ン ト を ト ポ イ ソ メ ラ
ーゼⅠ を用 いて pCR/Blun tⅡに挿 入し大 腸菌 DH5α株に 形質転
換 し た 。 カ ナ マ イ シ ン 存 在 下 で 培 養 し 形 質 転 換 体 を 得 た 。 Ig
leader sequence の PCR に用いたプライマーは以下の通り。フォ
ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 下 線 部 は HindⅢ 制 限 酵 素 サ イ ト を 示 し て
いる 。また、 リバー スプライ マーの 下線部は BamHⅠ制限 酵素
サイト、二重下線部は XhoⅠ制限酵素サイトを示している。
フォワード： 5’ -AAGCTTACCATGGAGACAGACACACTCCTG-3 ’
リバース ： 5’ -GGATCCCTCGAGGTCACCAGTGGAACCTGG-3 ’
各 大 腸 菌 ク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド DNA を ミ ニ プ レ ッ プ 法 に
よ り 精 製 し 、 EcoRⅠ 酵 素 消 化 で イ ン サ ー ト の 確 認 を し た あ と
ABI DNA sequencer 310 を用いて塩基配列を解析した。
1.1.4 His タグ融合タンパク質を効率よく分泌するプラスミド構築
Ig reader seqence を 5’末端、 His タグ配列を 3 ’末端に持つ哺
乳類細胞発現プラスミド DNA を作成した。 pCR/Blun tⅡ / Igを
HindⅢ と XhoⅠ と で 酵 素 消 化 後 1.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳
動 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で DNA を 染 色 、 紫 外 線 を 当 て 可
視化した。目的の大きさの位置 (70bp)に存在する DNA フラグメ
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ントを、QIAquick Gel Ex t r ac t i on Ki t を用いてアガロースゲルか
ら抽出し精製した。 Ig le ade r sequence の DNA フラグメントを
pcDNA5/FRT/Hi s の HindⅢ /XhoⅠ サ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し 、
pcDNA5/FRT/ Ig -Hi s を 作 成 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に は
Liga t ion high Ver.2 (TOYOBO)を用いた。
1.1.5 His タグ融合 Hx を効率よく分泌するプラスミド構築
pCR/Blun tⅡ / Hx を XhoⅠと BamHⅠで酵素消化 後 0.8%アガロ
ースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイドで DNA を染色、
紫外線を当て可視化した。目的の大きさの位置に存在する DNA
フラグメントを、QIAquick Ge l Ex t r ac t i on Ki t を用いてアガロー
スゲルから抽出し精製した。hemopex in の DNA フラグメント を
pcDNA5/FRT/ Ig -Hi s の XhoⅠ /BamHⅠサイトにクローニングし、
pcDNA5/FRT/ Ig -Hx-H is を作成した。ライゲーション反応には
Liga t ion high Ver.2 を用いた。
２培養細胞
本 研 究 で は 、 Flp - In TM293 細 胞 (ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 株 HEK293
細胞を遺伝子改変した細胞株：Inv i t r ogen)と Tohoku Univers i t y ,
Depar tmen t of Ped ia t r i c s -1 (THP-1)細 胞 (ヒ ト 単 球 性 白 血 病 細 胞
株 )を使用した。
Flp - In TM293 細胞は 、37℃、5%CO 2 条件下、10%FBS(ウシ胎仔
血清、ニチレイ ・バイオサイエンス )、ペニシリン (100 un i t /ml、
Inv i t r ogen)、ストレプトマイシン (100 μg /ml、 Inv i t r ogen)を含ん
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だ DMEM(Dulbecco ’s mod i f i ed Eag le Medium、 Inv i t r ogen)で 培養
した。組換え Hx を精製するために Hx 遺伝子導入 Flp - In TM293
細 胞 を 培 養 す る 際 は 、 37℃ 、 5%CO 2 条 件 下 、 ペ ニ シ リ ン (100
un i t /m l ) 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (100 μg /ml ) を 含 ん だ Free
sty l e293( Inv i t rogen)で培養した。
THP-1 細胞は、37℃、5%CO 2 条件下 、10%FBS、ペニシリン (100
un i t /m l ) 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (100 μg /ml ) を 含 ん だ
RPMI1640(S igma)で 培 養 し た 。 THP-1 細 胞 を マ ク ロ フ ァ ー ジ 細
胞 に 分 化 誘 導 す る 時 は 、 37℃ 、 5%CO 2 条 件 下 、 10%FBS、 ペ ニ
シ リ ン (100 un i t /m l )、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (100 μg /ml )、 Phorbo l
12-myr i s ta t e 13-ace t a t e (PMA)を含んだ RPMI1640 で 48 時間培養
した。分化したことは 、細胞がディッシュに接着することで確
認した。
３ウエスタンブロット法
タ ン パ ク 質 溶 液 に 10x SDS-sample buffe r (1 M Tr i s -HCl
(pH6 .5 ) , 50%グ リ セ ロ ー ル , 10%SDS, 1%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー ,2 -メルカプトエタノール )を添加後 、100℃で 5 分間熱処理し、
タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ た 。 10% ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で
SDS-PAGE (Po ly -Ac ry l amide Gel Elec t rophores i s )を行 った 。エレ
クトロセミドライ法により、アクリルアミドゲルから PVDF 膜
( Immobi lon、Mil i ipo r e )にタンパク質を転写し、室温で 1 時間、
5%ス キ ム ミ ル ク ブ ロ ッ キ ン グ 液 (0 .05%Tween 20 を 含 む TBS；
T-TBS)で ブ ロ ッ キ ン グ 反 応 を 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ さ れ た
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PVDF 膜に対し、5%スキムミルクブロッキング液で 1/1000 に希
釈した一次抗体 (抗 His タグ抗体 (MBL)、抗 HO-1 抗体 (S t r es sgen)、
抗アクチン抗体 (San ta Cruz Bio t echno logy )、Bach1 抗血清 )を 4℃
で一晩反応させた。その後 、T-TBS で 1/2000 に希釈した二次抗
体 (HRP con juga t ed an t i - r abb i t IgG blo t t i ng reagen t s (GE
Hea l thca re ) 、 HRP con juga t ed an t i -mouse IgG blo t t i ng reagen t s
(GE Hea l thca re ) 、 ZyMAX™ Rabbi t an t i -Goa t IgG (H+L) – HRP
(Inv i t rogen) )を室温で 30 分間反応させた 。目的タンパク質の検
出 は Enhanced ChemiLuminescence (ECL) plus wes t e rn blo t t ing
de tec t i on sys t em (GE Hea l thca re ) を 用 い た 化 学 発 光 に よ り 行 っ
た 。 化 学 発 光 を CCD カ メ ラ タ イ プ 画 像 解 析 装 置 ( ImageQuan t
LAS 4000min i シ ス テ ム 、 GE Heal thca re ) で 取 り 込 み 、 NIH
Imag ing 3.1 ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 定 量 し た 。 ま た は Amersham
Hyper f i lmTM ECL (GE Hea l thca re )に 感光 させ る こと に より 目的
タ ン パ ク 質 を 可 視 化 し NIH Imag ing 3.1 ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 定
量した。
４組換え Hx 哺乳類細胞安定発現系の樹立
4.1 Hx 安定発現 Flp-In293 T M 細胞に対する選択圧条件検討
安 定 発 現 株 の 樹 立 に は Flp - In TM sys t em (Inv i t r ogen)を 用 い た
[34 ]。Flp - In TM sys t em とは、Flp リコンビナーゼを利用した DNA
組換え反応により、ホスト細胞のゲノムに目的遺伝子を組み込
むことで、安定発現株を樹立する方法である。ゲノムに FRT 配
列を持つ Flp - In TM 293 細胞 1.0× 10 6 個に、 FRT 配列及び組換え
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Hx 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド pcDNA5/FRT/ Ig -Hx-Hi s と Flp リ
コ ン ビ ナ ー ゼ 産 生 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド pOG44 (Inv i t rogen)
を gene ju i ce (Novagen)に よ る リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 で 同 時 に 導
入し形質転換体を得た。ゲノムの FRT 配列とプラスミドの FRT
配 列 と が 組 換 え を 起 こ し た 形 質 転 換 体 の み が ハ イ グ ロ マ イ シ
ンに対する抵抗性を持つため、ハイグロマイシンで組換え体を
選別した。適切なハイグロマイシン濃度を決定するために、組
換 え を 起 こ し て い な い 細 胞 が 死 滅 す る 最 も 低 い ハ イ グ ロ マ イ
シ ン 濃 度 と 培 養 条 件 を 検 討 し た 。 0、 10、 50、 100、 300 μg /ml
のハイグロマイシ ンを含んだ培養液各々で細胞を 培養し、 3 日
後に PBS/EDTA 溶液 (PBS, 1 mM EDTA)で細胞を回収し 、PBS で
洗 浄 し た 。 そ の 後 、 回 収 し た 細 胞 を PBS/P I 溶 液 (PBS , 1 μg /ml
ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (PI ) , 30%FBS)で 処 理 す る こ と で 死 細 胞 を
染色した 。 PI の蛍光を 持たない細胞集団 を生細胞として FACS
Cal ibu r (Bec ton , Dick inson and Company )で 計 数 し 、 生 細 胞 の 割
合を求めた。
4.2 組換え Hx 発現確認
Flp - In TM 293 細 胞 に 、 pcDNA5/FRT/ Ig -Hx-Hi s と pOG44 を 同
時 に 導 入 し 、 4.1 の 方 法 で 決 定 し た 薬 剤 選 択 圧 の 条 件 で 、 組 換
え Hx を分 泌す る哺 乳類細 胞安 定発 現株を 樹立 した 。樹立 した
細胞の培養上清を回収し、浮遊した細胞を 300xg 5 分間の遠心
で除去した後、抗 His タグ抗体を用いたウエスタンブロット法
により、培養液中に分泌された組換え Hx を検出した。
18
５組換え Hx の精製
5.1 組換え Hx の精製過程
Hx 安定発現細胞 (F lp - In TM293 細胞 )3 .0× 10 7 個の細胞を 50 ml
の Free sty l e293 培 地 で 6 日 間 培 養 し た 。 培 養 上 清 を 回 収 後 、
300xg 5 分 の 遠 心 で 浮 遊 し た 細 胞 を 除 い た 。 20 mM HEPES(pH
7.5 ) buffe r で培 養上 清を 2 倍希 釈し 、陰イ オン 交換カ ラム 精製
を行 った 。イ オン交 換カ ラム 精製後 、組 換え Hx タン パク 質が
含まれる分画に対し、Ni アフィニティーカラムによる精製を行
い 精 製 さ れ た 組 換 え Hx を 得 た 。 SDS-PAGE に よ り 精 製 さ れ た
組 換 え Hx の 純 度 を 確 認 し 、 最 終 的 に 濃 縮 カ ラ ム (Amicon、
Mil l ipo r e )を 用 い て Buffe r を PBS に 置 換 し た 。 精 製 さ れ た 組 換
え Hx は 4℃で保存した。
5.2 陰イオン交換クロマトグラフィー
イオン交換クロマトグラフィーは、イオン性の試料を酸解離
定数の大きさに従って分離する技術である。今回は担体として
陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 が 充 填 さ れ た カ ラ ム (HiTrap Q HP 5ml、 GE
Heal thca re )を用いた。細胞の培養上清を陰イオン交換カラムに
流し、担体に吸着したタンパク質を NaCl の濃度勾配 (0 -500 mM
NaCl)で溶出し、 5 mL 毎に溶出液を分画した。ウエスタンブロ
ット法により、各分画に目的タンパク質 (組換え Hx)が含まれる
か確認した。
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5.3 Ni アフィニティークロマトグラフィー
アフィニティークロマトグラフィーは、担体との特異的な結
合 性 を 利 用 し て 分 離 す る 技 術 で あ る 。 今 回 は 担 体 と し て Ni セ
ファロースが充填されたカラム (Hi sTrap FF 1ml、GE Hea l thca re )
を用いた。Ni セファロースはヒスチジンが 5-6 個並んだアミノ
酸配列 (H i s タグ配列 )に特異的に結合することから、His タグ配
列 を 含 む タ ン パ ク 質 を 吸 着 す る こ と が で き る 。 5.2 で 得 ら れ た
組換え Hx が含まれる分画の溶出液を、Ni セファロースに流し、
500 mM イミダゾール溶液で溶出した。精製した組換え Hx の純
度 は SDS-PAGE に よ り 確 認 し た 。 そ の 後 、 膜 分 離 濃 縮 カ ラ ム
(Amicon、 Mil l i po re )に よ る 精製 組 換 え Hx の 濃 縮 と PBS に よ る
希釈を繰り返し、タンパク質溶液を PBS に置換した。
６ヘム結合型組換え Hx の調製
6.1 ヘム－ Hx 結合曲線作成
精製した組換え 5 M Hx に対し 、0、0.2、0.7、2.1、19、58 M
の ヘ ム (hemin、 sh igma)を 室 温 で 混 和 し た 。 そ れ ぞ れ の ヘ ム と
Hx と の 混 合 液 に 5× Nat ive - sample buffe r (312 .5 mM Tri s -HCl ,
50%gryce ro l , 0 .05%bromophrno l blue )を加 え、 10%アク リルアミ
ド ゲル を 用い Nat ive -PAGE を 行っ た 。 Nat ive -PAGE で 分離 し た
ヘム 結合 型 Hx の分 画に 含ま れるヘ ムの 量を 定量し 、加 えた ヘ
ム 量 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と で 、 ヘ ム － Hx 結 合 曲 線 を 描 い
た。ヘムの検出には ECL 反応を利用した [35 ]。ヘムに ECL 反応
液 (ECL plus、 GE Heal thca re )を 加 え る と 、 ヘ ム の 量 に 依 存 し て
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蛍光 を発する 。ヘム による 蛍光を CCD カメ ラタイプ 画像解 析
装置で取り込み定量化した。
6.2 ヘム結合型 Hx の調製
精 製し た組 換え Hx に 、 Hx:Heme の 物質 量比 が 2 当 量以 上の
ヘムを室温で混和した。混和した溶液をゲル濾過カラム (Mic ro
Bio -Sp in Chroma tography Columns、 BIO-RAD)に ア プ ラ イ し 、
1000xg 4 分の 遠心 で過 剰量 のヘ ムを 除去 し、 ヘム 結合型 Hx を
調製 した 。 組換 え Hx とヘ ムが 結合 したこ とは 、分 光光度 計を
用いて検討した。ヘムタンパク質であるシトクロムと同様に、
調 製 し た ヘ ム 結 合 型 Hx の 吸 収 ス ペ ク ト ル が ア ミ ノ 酸 由 来 の
280 nm、 Sore t 帯の 410 nm、Q 帯の 500~600 nm 付近に吸収ピー
クもしくは吸収領域を持つか確認した [4 ]。吸収スペクトル測定
に は NanoDrop® ND-1000 Spec t ropho tome te r (Ag i l en t )を 用 い 、
Buffe r には PBS を用いた。
７細胞全タンパク質抽出
全ての操作を氷上で行った。細胞を PBS で懸濁し、懸濁液 を
300xg 5 分間の遠心で細胞を回収した。また Lys i s buffe r (20 mM
Tri s , 20% glycero l , 400 mM NaCl , 1 mM EDTA, 1 mM MgCl 2 , 0 .5%
ジ チ オ ト レ イ ト ー ル (DTT) , 0 .1% NP-40 )に フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ タ
ン ス ル ホ ニ ル (PMSF) と タ ン パ ク 質 分 解 阻 害 剤 (p ro t ea se
inh ib i t o r cock t a i l、Roche )を添加しよく混合した。PMSF とタン
パ ク 質 分 解 阻 害 剤 を 混 合 し た Lys i s buffe r (30 μ l /we l l , 2× 10 6
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ce l l s / s ample )で、回収した細胞を懸濁した後、3 分間以上強く攪
拌し、さらに液体窒素で急速冷凍して細胞を破砕した。氷上で
サン プルを 溶解後 、 15300xg で 5 分間 遠心し 沈殿物 を除 くこと
により細胞全抽出液を得た。
８定量 PCR
THP-1 細 胞 か ら の RNA 抽 出 に は RNeasy Plus Min i k i t
(QIAGEN)を 用 い た 。 ま た cDNA 合 成 に は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー
( Inv i t rogen)お よび Omnisc r ip t Reverse Transc r ip t ase (QIAGEN)を
用いた。Ligh tCyc le r Fas t St a r t DNA Mas te r SYBR Green Ⅰ (Roche)
を用いて SYBR グリーン法で定量 PCR を行った 。PCR 反応産物
は定量 PCR 機の Lig tCyc l e r 1 .5 (Roche)で測定した 。目的の遺伝
子の mRNA 発現量はインターナルコントロール遺伝子 の mRNA
発現量で補正した上で相対値を算出し、サンプル間の比較を行
う相対定量で評価した。インターナルコントロール遺伝子とし
て  -ac t in を用いた。
定量 PCR で用いたプライマーの配列を以下に示した。
 -ac t i n
フォワード： 5’ -AGAGATGGCCACGGCTGCTT -3 ’
リバース ： 5’ -ATTTGCGGTGGACGATGGAG -3 ’
Hmox-1
フォワード： 5’ -CCAGCAACAAAGTGCAAG-3 ’
リバース ： 5’ -CCACCAGAAAGCTGAGTGTAA-3 ’
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９ヘム結合型 Hx 取り込みアッセイ
THP-1 細胞 2.0× 10 6 個を 、 PMA を含 んだ 生育 培地で 48 時間
培養しマクロファージへの分化を誘導した。 THP-1 細胞がマク
ロファージに分化したことは、培養ディッシュに接着すること
で確認した。分化した THP-1 細胞を 1 M ヘムもしくは 0、0.25、
0.5、1.0、2.0 M ヘム結合型 Hx を含んだ無血清培地 (RPMI1640)
で、0-12 時間培養した。その後、細胞表面を PBS で洗浄し細胞
を回収した。回収した細胞を、全タンパク質抽出後ウエスタン
ブロ ット法に よる HO-1 タン パク質発 現解析及 び Bach1 タン パ
ク 質 の 検 出 、 ま た は RNA 抽 出 後 定 量 PCR に よ る HO-1 mRNA
発現解析を行った。
１０エンドサイトーシス阻害
ヘム 結合 型 Hx の取 り込 みの エンド サイ トー シス依 存性 の検
討には、クラスリン依存性エンドサイトーシスの阻害剤である
ク ロ ル プ ロ マ ジ ン (CPZ)を 用 い た [36 ]。 分 化 を 誘 導 し た THP-1
細胞を、 5 g/ml CPZ を含んだ生育培地で 30 分間培養しエンド
サイトーシスを阻害した。その後、 1 μM ヘムもしくは 1 μM ヘ
ム結合型 Hx を含んだ無血清培地 (RPMI1640)で 6 時間培養した 。
細胞表面を PBS で洗浄し細胞を回収した。回収した細胞は 、全
タン パク質抽 出後ウエ スタンブ ロット 法による HO-1 タン パク
質 発 現 解 析 、 ま た は RNA 抽 出 後 定 量 PCR に よ る HO-1 mRNA
発現解析を行った。
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Ⅵ . 研究結果
１組換え Hx の分泌と発現
生 体 内 に お け る 細 胞 外 ヘ ム は 、 Hx と 複 合 体 を 形 成 し 細 胞 内
へ取り込まれると考えられている [28 -30]。しかし、細胞外ヘム
が細胞内へ取り込まれる際のヘムの動態は不明な点が多い。そ
こ で 生 体 内 に お け る 細 胞 外 か ら 細 胞 内 へ の ヘ ム の 取 り 込 み を
検証し、その取り込み機構を明らかにするため、細胞外ヘムを
取り 込む 上で 必要と なる Hx を哺 乳類 細胞 発現系 で作 成し 、生
理的 条件 を再 現する こと を試 みた。 組換 え Hx を用 いる こと に
より、任意にヘム結合型 Hx とヘム非結合型 Hx とを調製でき、
Hx に結合したヘムの作用を解析できると考えた。
Hx は 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 適 切 な 糖 鎖 付 加 が 機 能 に 重 要 と
考えられる。そこで、哺乳類細胞発現系を使用した。エピトー
プとして His タグ配列を C 末端に付加し、さらに分泌効率を高
めるために、Hx の分泌シグナル配列を Igのシグナル配列に置
き換えた構築を作成した（図１ A）。
この構築の発現と分泌を確認するために、哺乳類細胞への一
過性の遺伝子導入により検討した。哺乳類細胞発現プラスミド
ベクターを用いて作成した Hx 発現プラスミド（ Hx+：図１ A,B）
と、Hx 発現プラスミドから Hx 遺伝子のみを欠損させたプラス
ミ ド （ Hx-： 図 １ A,B）、 そ れ ぞ れ を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 で
Flp - In TM293 細胞に導入した。各々トランスフェクションした細
胞を 48 時間無血清培地 (Fr ee sty l e293)で培養した。その後、培
養上清から抗 His タグ抗体を用いたウエスタンブロット法で組
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換え Hx を検出した 。Hx-プラスミドを導入した細胞の培養上清
か ら は 組 換 え Hx が 検 出 さ れ な か っ た が 、 Hx+プ ラ ス ミ ド を 導
入した細胞の培養上清からは、組換え Hx が検出された（図１ C）。
こ の こ と か ら 、 Hx+プ ラ ス ミ ド 由 来 の 組 換 え Hx が 発 現 し た こ
と、 さら に Igのシ グナ ルペ プチ ドが 機能 し細胞 外へ 分泌 され
たことが確認された。
２組換え Hx の精製法の検討
組換 え Hx が細 胞か ら分 泌され るこ とが 確認さ れた ため 、組
換え Hx を培 養上 清か ら高純 度で 精製 するこ とを 試み た。組 換
え Hx の C 末端には His タグ配列が付加されているため、先ず
Ni アフィニティー精製を行った 。Hx+プラスミドをトランスフ
ェクションした細胞を 48 時間無血清培地 (Free sty l e293 )で培養
後 、 300xg 5 分 間 の 遠 心 で 細 胞 を 除 き 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 培
養上清を Ni セファロースカラムに流し 、担体に His タグ融合タ
ンパク質を吸着させた。担体に非特異的に吸着したタンパク質
を 20 mM のイミダゾール溶液で洗浄後 、特異的に吸着したタン
パク質を 500 mM イミダゾール溶液で溶出した。溶出液に対し 、
抗 His タグ抗体を用いたウエスタンブロット法を行ったが、組
換え Hx は検出されなかった。この原因として、培養上清中に
Ni セファロースと His タグ配列との結合を阻害する物質が含ま
れ て い た こ と が 考 え ら れ た 。 例 え ば 、 EDTA や ク エ ン 酸 は Ni
セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 妨 げ る こ と が 知
られている。
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そ こ で 、 先 ず 粗 分 画 し 、 さ ら に Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 精
製を阻害しない組成の HEPES buffe r に置換するために 、イオン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 を 行 っ た 。 Hx の 等 電 点 は
約 6.5 で あ る 。 pH が 7 程 度 の 環 境 下 で 、 Hx は 負 電 荷 を 帯 び る
と予想される。そのため 、20 mM HEPES(pH7.5 ) buffe r で、陰イ
オン交換クロ マトグラフィーを行った 。 Hx+プラスミドを 導入
し た 細 胞 、 Hx-プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 細 胞 、 そ れ ぞ れ の 培 養 上
清 を 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 流 し タ ン パ ク 質 を 担 体 に 吸 着 さ せ
た。 0-500 mM の NaCl 濃度勾配 50 ml で、担体に吸着したタン
パク質を、5 ml 毎に分画溶出した（図２ B）。クロマトグラムの
結果か ら、分画 6 におい て、 Hx+ではピ ークが生じ ているが、
Hx-で は そ の ピ ー ク が 見 ら れ な い （ 図 ２ B 矢 印 ） こ と か ら 、 分
画 6 に 組 換 え Hx が 含 ま れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 実 際 抗 His タ
グ抗体を用いたウエスタンブロット法により、分画 6 と分画 7
に組換え Hx が存在することが確認された（図２ C）。陰イオン
交換クロマトグラフィーにより、タンパク質の溶液は構成成分
が明確な HEPES バッファーに置換されているため、組換え Hx
の Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 精 製 の 効 率 が 改 善 さ れ る と 考 え ら
れた。
そこで、組換え Hx が存在する分画 6 と分画 7 に対して、 Ni
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 精 製 を 行 っ た 。 各 分 画 を Ni セ フ ァ ロ ー
ス カ ラ ム に 流 し 、 500 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 溶 液 で 溶 出 し た 。 こ の
溶 出 液 を SDS-PAGE で 展 開 し 、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー
（ CBB）で染色したところ、単一のバンドが見られ、高純度の
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組換え Hx が得られたことが確認された (図２ D)。その後、溶出
液 を 膜 分 離 カ ラ ム (Amicon 、 Mil l i po re )に よ る 濃 縮 と PBS に よ
る希釈とを繰り返し、タンパク質溶液を PBS に置換した 。精製
された組換え Hx は 4℃で保存した。
３組換え Hx を分泌する安定株の樹立
細胞 の培 養上 清から 、高 純度 の精製 組換 え Hx が得 られ るこ
とを 確認 でき た。組 換え Hx を効 率よ く精 製する 目的 で、 安定
発現 株を 用い 系の拡 大を 試み た。組 換え Hx を分 泌す る安 定発
現株を樹立するため Flp - In TM sys t em を用いた (図３ A)。Flp - In TM
sys t em は Flp リ コ ン ビ ナ ー ゼ を 用 い た DNA 組 換 え 反 応 で
Flp - In TM 293 細胞のゲノムに目的遺伝子を導入する方法である。
DNA 組換 え体は ハイ グロマ イシン 抵抗性 を持 つため (図３ A)、
DNA 組換え体はハイグロマイシンによる選択圧で選別できる。
よって先ず、ハイグロマイシンにより、DNA 組換え反応を起こ
していない細胞が死滅する条件を検討した。
Flp - In TM 293 細胞 1.0× 10 6 個を 0-300 μg /m l のハイグロマイシ
ン を 含 む 生 育 培 地 で 培 養 し 3 日 間 培 養 し た 。 300 μg /ml の ハ イ
グロマイシンを含む生育培地で培養した細胞では、生細胞の割
合が半減した (図３ B)。そこで、安定発現株の選択圧の条件は、
300 μg /ml のハイグロマイシンで 6 日間培養とした。
Flp - In293 TM 細 胞 に Hx+構 築 と pOG44 を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ
クションした。 pOG44 は Flp リコンビナーゼをコードする遺伝
子を含んでおいる。Flp リコンビナーゼは Flp - In293 TM 細胞のゲ
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ノム上に ある FRT 配列と Hx+構築上に ある FRT 配列 (図１ B)と
の DNA 組換え反応を触媒する [34 ]。ゲノムに目的遺伝子が組み
込 まれ な かっ た 細胞 を 300 μg /ml の ハイ グ ロマ イ シン で 6 日 間
培養することで死滅させ安定株を樹立した。
樹立した組換え Hx 安定発現株を 6 日間無血清培地 (Fr ee sty l e
293)で培養し、培養上清を回収した。研究結果２と同様に、陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム と Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ る 二 段 階 精
製 で 組 換 え Hx を 精 製 し た 。 最 終 的 に 50 ml の 培 養 上 清 か ら 、
800 μg の組換え Hx が得られた。
４組換え Hx を利用したヘム結合型 Hx の調製
先行 研究 で報 告さ れて いる Hx は、 主に 血清 から 抽出 され て
い る [37 ]。 組 換 え Hx を 用 い た 研 究 も 報 告 さ れ て い る が 、 ヘ ム
への結合能 に関する解析がな されていない [38 ]。そのため 、今
回精 製し た組 換え Hx が機 能的 であ るかを 確認 する ために 、ヘ
ムと結合するか、またどの位の物質量比で結合するかを検証し
た。
5 μM 組換え Hx に対し 0-58 μM のヘムを室温で混和した 。ヘ
ムと組換え Hx との混合物を Nat ive -PAGE でヘム結合型 Hx と、
Hx と 結 合 し て い な い 遊 離 ヘ ム と に 分 離 し 、 ECL 反 応 液 を 用 い
てヘムを可 視化した [35 ]。その結果 、ヘムの濃度変化 に伴って
ヘム 結合 型 Hx と考 えら れる バンド が濃 く変 化して いく 様子 が
観 察 さ れ た (図 ４ A)。 NIH Imag ing 3.1 ソ フ ト ウ ェ アを 用 い て 、
バン ドの 濃さ から Hx に対 して 何当 量のヘ ムが 結合 してい るか
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を見積もった。図４ A 右図にヘムの添加量に対して 、Hx と結合
したヘムの量をプロットして結合曲線を示した。 5 μM Hx に対
し、10 μM ヘムが存在するとき 、Hx に対してヘムの結合が飽和
していることが示唆された。
図 ４ A に よ り 精 製 し た 組換 え Hx が ヘ ム と 結 合 す るこ と が 示
唆さ れた ため 、さら に分 光学 解析に より Hx とヘ ムの 結合 能に
ついて検証した。シトクロム等のヘムタンパク質はヘムと結合
す る と 、 Sore t 帯 や Q 帯 な ど に 吸 収 ピ ー ク を持 つ 特 徴 的 な 吸 収
スペクトルを呈する [4 ]。
精製した組換え Hx に対して 2 当量以上のヘムを混和した後、
ゲル 濾過 法を 用いて 未結 合ヘ ムを除 き、 ヘム 結合型 Hx を調 製
し た 。 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 こ の ヘ ム 結 合 型 Hx、 ヘ ム を 添 加
し て い な い 組 換 え Hx、 そ し て ヘ ム 単 独 の 紫 外 領 域 の 吸 収 ス ペ
クトルを測定した。ヘム結合型 Hx はタンパク質濃度で 50 M、
Hx 単 独 は タ ン パ ク 質 濃 度 で 5 M、 ヘ ム 単 独 に つ い て は 5 M
ヘムを用いた。ヘムが結合していない組換え Hx では 、Sore t 帯
(410 nm)や Q 帯 (500-600 nm)な ど に 吸 収 は 見 ら れ な い が 、 ヘ ム
と 結 合 し た 組 換 え Hx で は Sore t 帯 や Q 帯 に 吸 収 ピ ー ク が 見 ら
れ た (図 ４ B)。 また 、 ヘ ム単 独 の吸 収 ス ペク ト ルは 、 400 nm 付
近に 広範 な吸 収領域 が見 られ るが、 組換 え Hx と結 合す るこ と
で、400 nm 付近の広範な吸収がより鋭いピークを持つようにな
った (図４ B)。これらの結果より、組換え Hx はヘムと結合し 、
ヘムタンパク質としての性質を持つことが示された。
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５ THP-1 細胞におけるヘム結合型 Hx の取り込みアッセイ
5.1 ヘム結合型 Hx による HO-1 発現誘導
転写抑制因子 Bach1 はヘム結合タンパク質であり、細胞内の
ヘムと結合することで細胞核から細胞質へ移行し、ユビキチン
化を経て分解される。 Bach1 の核外移行に伴って Bach1 によ る
HO-1 遺伝子の発現抑制が解除される [10 , 11 ]。
本研究で調製したヘム結合型 Hx が Bach1 の HO-1 遺伝子の発
現抑 制を 解除 するか を検 証す ること で、 ヘム 結合型 Hx 由来 の
ヘ ム が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 細 胞 質 ま た は 細 胞 核 ま で 輸 送 さ れ
るかを検討した。まずヘム結合型 Hx が HO-1 遺伝子発現を誘導
するかを検証した。
PMA で マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 分 化 を 誘 導 し た THP-1 細 胞 を 、
ヘム単独、ヘムを結合していない Hx、ヘム結合型 Hx を含む無
血 清 培 地 で 6 時 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 細 胞 の 全 RNA を 抽 出 し
定量 PCR により HO-1 mRNA 発現量を解析した。その結果、こ
れまでの知見通り、ヘム単独処理を行った細胞で は HO-1 mRNA
の発現誘導がみられた (図５ A)。ヘムと結合していない Hx で処
理し た細胞 では HO-1 mRNA の発 現誘導 は見ら れなかっ た。一
方、ヘム結合型 Hx で処理した細胞では HO-1 mRNA の発現誘導
がみられた (図５ A)。これらのことから 、ヘム結合型 Hx 由来の
ヘムが HO-1 mRNA の発現を誘導したと考えられる。
同 時 に HO-1 タ ン パ ク 質 の 発 現 誘 導 に つ い て も 検 討 し た 。
PMA で マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 分 化 を 誘 導 し た THP-1 細 胞 を 、 ヘ
ム単独、ヘムを結合していない Hx、ヘム結合型 Hx を含む無血
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清 培 地 で 12 時 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 細 胞 の 全 タ ン パ ク 質 を 抽
出し ウエスタ ンブロッ ト法によ り HO-1 タン パク質発 現を解析
した。その結果ヘム結合型 Hx の添加量に従って 、HO-1 タンパ
ク質発現量が増加した (図５ B)。ヘム結合型 Hx 由来のヘムによ
り HO-1 の発 現がタン パク質レ ベルでも 誘導さ れること が示さ
れた 。こ のこ とから ヘム 結合 型 Hx 由来 のヘ ムが 細胞内 に取 り
込 ま れ Bach1 に 作 用 し 、 Bach1 の HO-1 遺 伝 子 転 写 抑 制 を 解 除
したと考えられる。 Bach1 は細胞質または細胞核内に存在する
ため 、ヘ ム結 合型 Hx から 乖離 した ヘムが 細胞 質ま たは細 胞核
内まで輸送されたことが示唆された。
以上 の結 果か ら、ヘ ム結 合型 Hx が細 胞内 に取 り込ま れる と
ヘム を乖離さ せる、乖 離したヘ ムが Bach1 によ る HO-1 遺伝 子
の転写抑制を解除すると考えられる。
６ヘム結合型 Hx 取り込みのメカニズム解析
6.1 ヘム及びヘム結合型 Hx による HO-1 発現のタイミング
図５ A,B から 、ヘム単独及びヘム結合型 Hx が HO-1 の発現を
誘導することが示された。これは 、ヘム単独に加え、ヘム結合
型 Hx 由来 のヘ ムも 細胞 質の Bach1 に結 合す るこ とを 示唆し て
いる。ヘムとヘム結合型 Hx が THP-1 細胞に取り込まれたとき 、
Bach1 に作用するまでの経路に違いがあるのかを調べた。ヘム
は脂溶性であり、細胞膜を自由に透過すると予想されている。
一方 、ヘ ム結 合型 Hx は水 溶性 であ り細胞 膜を 自由 に透過 する
ことは出来ず、受容体を介したエンドサイトーシスで細胞内に
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取り込まれえると考えられている [28 -30]。従って、ヘム単独と
ヘム 結合 型 Hx とで は細 胞内 に取り 込ま れる までの 時間 が異 な
る た め 、 HO-1 mRNA の 発 現 開 始 ま で 時 間 差 が あ る と 考 え ら れ
た。
そ こで PMA で マク ロフ ァー ジ に分 化誘 導し た THP-1 細 胞を
ヘム単独とヘム結合型 Hx それぞれを含む生育培地で、 0~12 時
間の各時 間で培養後、 HO-1 mRNA 発現量を 定量 PCR で解析す
る こ と で 、 HO-1 mRNA の 発 現 誘 導 開 始 時 期 を 検 証 し た 。 そ の
結 果 ヘ ム 処 理 の 方 が 、 ヘ ム 結 合 型 Hx 処 理 よ り も 早 期 に HO-1
mRNA の発現が誘導されることが示された。一方でヘム結合 型
Hx 処理による HO-1 mRNA の発現はより長く持続することが示
唆された (図６ A)。 HO-1 発現誘導には細胞内ヘムによる Bach1
の不 活性 化が 必要で ある 。ヘ ム結合 型 Hx 由来 のヘ ムは 遊離ヘ
ム単独と比較して Bach1 に作用するまでにより時間を要すると
考え られ る。 このこ とは ヘム 結合型 Hx 由来 のヘ ムの 方が遊 離
ヘ ム 単 独 よ り も 多 く の ス テ ッ プ を 経 て 細 胞 質 へ 入 り 込 む こ と
を反映している。
6.2 ヘム結合型 Hx 取り込みのエンドサイトーシス依存性
図６ より ヘム 結合型 Hx がヘ ム単 独よ りも細 胞質 内へ 入り込
む時 間が 遅い ことが 示唆 され た。ヘ ム結 合型 Hx は、 受容 体を
介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス で 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る こ と が 考
え ら れ て い る [31 ]。 今 回 の ヘ ム 結 合 型 Hx 由 来 の ヘ ム の 細 胞 質
内へ入り込む時間の遅れは、エンドサイトーシスを経由するた
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めで ある こと が考え られ た。 そこで 、ヘ ム結 合型 Hx の取 り込
みがエンドサイトーシス依存的かを、クロルプロマジン（クラ
ス リ ン 依 存 的 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 阻 害 剤 ） を 用 い て 検 証 し た
[36 ]。
PMA で マ ク ロ フ ァ ー ジ に 分 化 誘 導 し た THP-1 細 胞 を 、 ク ロ
ルプロマジンを含む生育培地で培養し、エンドサイトーシスを
阻害 した 。そ の後、 ヘム 単独 とヘム 結合 型 Hx それ ぞれ を含 む
生育 培地で 6 時間 培養後、 HO-1 mRNA 発現 量を定量 PCR で解
析した。ヘムを細胞に作用させると、クロルプロマジン処理を
し て い な い 細 胞 (CPZ-)、 ク ロ ル プ ロ マ ジ ン 処 理 を し た 細 胞
(CPZ+)両方で HO-1 mRNA 発現量が 上昇していた 。一方、ヘム
結 合 型 Hx を 細 胞 に 作 用 さ せ る と 、 CPZ-で は HO-1 mRNA 発 現
量が上昇していたが、CPZ+では HO-1 mRNA 発現量の上昇は見
られなかった (図６ B)。さらに、このヘム結合型 Hx による HO-1
mRNA 発現誘導が阻害される現象が、クロルプロマジンの薬効
によるものであることを確かめるために、クロルプロマジンの
濃度依存性を検証した。PMA でマクロファージに分化誘導した
THP-1 細胞を、 0-5 .0 μg/ml 濃度のクロルプロマジンを含む生育
培地で培養し、エンドサイトーシスを阻害した。それぞれの細
胞 にヘ ム 結 合型 Hx を 作用 さ せ HO-1 mRNA 発 現量 を 定 量 PCR
で 調 べ た 。 そ の 結 果 、 ク ロ ル プ ロ マ ジ ン の 用 量 依 存 的 に HO-1
mRNA 発現量が減少していることが示された (図６ C)。0.5 mg/ml
添加時に HO-1 誘導が上昇したが、その原因は不明である。
以上 の結 果か ら、 ヘム 結合 型 Hx はエ ンド サイ トー シス を経
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由し、エンドソームもしくはリソソームに運ばれる。その間で
ヘ ム の Hx か ら の 乖 離 と 細 胞 質 へ の 放 出 が 行 わ れ 、 Bach1 に 作
用していると考えられる。
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Ⅶ . 考察
ヘム は血 液中 におい て、 主に Hx と複 合体 を形 成して いる 。
肝細 胞や マク ロファ ージ 細胞 の細胞 膜で は、 ヘム結 合型 Hx の
受 容 体 と し て LRP1 が 同 定 さ れ て い る [31 ]。 ヘ ム 結 合 型 Hx は
LRP1 を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス で 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る と
考えられているが [28 , 31 ]、取り込まれたヘムの動態は不明であ
る。本研究では、LRP1 を介して取り込まれたヘム結合型 Hx 由
来の ヘム の動 態を明 らか にす るため に、 組換 え Hx を用 いた ヘ
ム結合型 Hx の作成と、ヘム結合型 Hx の Bach1 への作用機序を
調べた。
１組換え Hx タンパク質の精製方法について
初めにヘム結合型 Hx を作成するために組換 え Hx の精製を行
った。天然の Hx を得る方法として血清から Hx を抽出する方法
が 確 立 さ れ て い る [37 ]。 し か し 、 血 清 中 由 来 の Hx は ヘ ム が 結
合したものと、ヘムが結合していないものが含まれている不均
一な 状態 とし て存在 する 。本 研究で は、 ヘム 結合型 Hx のヘ ム
の効 果を 検討 する上 で、 均一 な状態 の Hx が必 要で ある ため、
哺乳 類細 胞発 現系を 利用 して ヘムと 未結 合な Hx の調 製を 試み
た。
構築した組換え Hx の C 末端には His タグが付加されている。
当初 Hx 発現プラスミドを導入した Flp - In293 TM 細胞の培養上清
を、Ni アフィニティーカラムを用い 、イミダゾール溶液による
溶出 を試 みた が、溶 出液 に組 換え Hx は検 出で きな かった 。培
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養上 清に 組換 え Hx が発 現し てい ること はウ エス タンブ ロッ ト
法で確認しており、組換え Hx が Ni セファロースに吸着しなか
ったと考えられる。その理由として 、今回培養に使用した培養
液 (Fr ee sty l e293)中に、Ni セファロースカラムの Ni に対しキレ
ートする物質、または、組換え Hx の His タグ配列と Ni との結
合に競合する金属イオン (銅や亜鉛等 )が含まれていたと考えら
れる。
これを解決するために、Ni アフィニティーカラム精製の前処
理として、イオン交換カラムによる Buffe r 置換を行った 。その
結果、組換え Hx の Ni セファロースへの吸着が回復した。この
ことから 、培養液 (F ree sty l e 293)の組成に His タグ配列と Ni と
の結合を阻害する物質が存在することが示唆された。イオン交
換カラムで精製後、Ni アフィニティーカラム精製を行った組換
え Hx タン パク 質を SDS-PAGE で展 開し 、ク マシ ーブ リリ アン
トブルーで染色すると単一のバンドとして検出され、約 90%の
純度の組換え Hx が得られた。従って、組換え Hx はイオン交換
精 製 と Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の 2 段 階 精 製 を 行 う こ と で 、 高
純度の組換え Hx を効率的に得ることができることが示された。
２組換え Hx タンパク質の性質について
精製 され た組 換え Hx がヘ ム結 合能 を有す るか を分 光学的 手
法で 検討 した 。その 結果 、組 換え Hx を使 って 作成 したヘ ム結
合 型 Hx は 図 ４ B の よ う に 、 典 型 的 な ヘ ム 結 合 タ ン パ ク 質 の 吸
収スペクトルを示した。ヘムがタンパク質の疎水部に非特異的
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に結合しているのではなく、配位結合 、もしくは共有結合によ
りヘムと強固に結合していることが示唆された。
今回 得ら れた 組換 え Hx がヘ ム結 合能 を持 つ理 由と して 、適
切 な 翻 訳 後 修 飾 を 受 け た こ と が 考 え ら れ る 。 Hx の 機 能 発 現 に
翻訳後修飾が重要であることが、いくつかの発現系を用いた組
換え Hx タン パク 質の 解析に より 報告 されて いる 。翻 訳後修 飾
を受 けな い大 腸菌発 現系 を用 いた組 換え Hx は、 ヘム と結 合出
来ず [39 ]、哺乳類細 胞と糖鎖修飾機構 が異なる昆虫細胞 発現系
で得られた組換え Hx は、天然の Hx と比較してヘムとの親和性
が 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る [40 ]。 今 回 作 成 し た 組 換 え Hx は
哺乳類細胞発現系を利用しているため、適切な翻訳後修飾を受
けていると推測される [41 ]。 Hx は 439 アミノ酸残基からなり、
分子量は約 50 kD と算出されている 。図１ C で示し た SDS-PAGE
での 結果 から 、本研 究で 作成 した組 換え Hx は理 論値 より も大
きい分子量であることが示された。このことからも翻訳後修飾
を受けていることが示唆される。哺乳類細胞発現系で得られた
組換 え Hx に関 して 、翻 訳後修 飾の 直接 的な解 析は 行わ れてい
ないため、今後立体構造や翻訳後修飾を解析する必要がある。
天然 の Hx の立 体構 造や 翻訳 後修 飾に つい ては、 天然 のウ サ
ギ Hx の 結晶 構造 解 析に より 明 らか にさ れ てい る [42 ]。 天然 の
Hx は N 末端側と C 末端側両方にそれぞれ似た プロペラドメ
インを持っており、それらのドメインをリンカーペプチドが繋
いでいる構造をとっていることが明らかになっている。さらに、
2 つの プロペラドメインには、それぞれ 3 箇所でジスルフィ
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ド結合によ り架橋されている ことが報告されて いる [43 ]。また
別 の 報 告 で は 、 Hx に 対 す る 糖 鎖 の 付 加 も 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ
ングに重要であることが示されている [39 ]。
この よう な Hx の高 次構 造に つい ては 、円 偏光 二色性 スペ ク
ト ル (CD ス ペ ク ト ル )解 析 が 適 切 な 翻 訳 後 修 飾 を 受 け た 天 然 の
Hx を 特 徴 付 け る 上 で 用い ら れ て い る [44 ]。 天 然 の Hx の CD ス
ペ ク ト ル は 231 nm の 紫 外 領 域 で 特 徴 的 な 正 の コ ッ ト ン 効 果 が
見られ、ヘ ムと結合すること でコットン効果が 増強する [44 ]。
翻訳 後修 飾を 受けな い大 腸菌 発現系 由来 の組 換え Hx には この
よ う な CD ス ペ ク ト ル が み ら れ な い [39 ]。 今 後 、 今 回 得 ら れ た
組換 え Hx の立 体構 造や 翻訳後 修飾 に関 する直 接的 な知 見を得
るために、 CD スペクトルの解析を行う必要がある。
３ヘム結合型 Hx 由来のヘムの細胞内輸送について
今回 調製 した ヘム 結合型 Hx 由来 のヘ ムが Bach1 に作 用す る
かを 検討する ために、 ヘムによ る HO-1 の発 現誘導を 調べた。
PMA で マ ク ロ フ ァ ー ジ に 分 化 誘 導 し た THP-1 細 胞 を ヘ ム 結 合
型 Hx を含む培地で培養すると、HO-1 の発現が mRNA レベル及
びタンパク質レベルで誘導された (図５ A,B)。ヘムと結合してい
ない Hx は HO-1 mRNA の発現を誘導しなかった (図５ A)。この
こと から 、ヘ ム結 合型 Hx のヘ ムが Bach1 に作 用し たこ とが 考
えられた。ヘムが Bach1 に作用するためには、 Bach1 と直接結
合す る必 要が ある。 その ため 、ヘム 結合 型 Hx から ヘム が乖 離
し、 Bach1 が存在する細胞質もしくは細胞核内に輸送されなけ
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ればならないが、ヘムの細胞内輸送の機構については不明な点
が多い。
ヘム 結合 型 Hx がど の様 な機 構で 細胞 内に 取り 込まれ るの か
を解析する目的で、取り込みのエンドサイトーシス依存性を調
べ た。 今回 PMA で マク ロフ ァー ジに 分化 誘導 した THP-1 細 胞
を ク ロ ル プ ロ マ ジ ン (ク ラ ス リ ン 依 存 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 阻
害剤 )処理する と、ヘム結合型 Hx による HO-1 の発現が 誘導さ
れなくなる現象を見出した (図６ B)。このことはヘム結合型 Hx
が エ ン ド サ イ ト ー シ ス で 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る こ と を 示 唆 し
ている。一般的にエンドサイトーシスでは、エンドソームもし
くはリソソームまで運ばれる。これら膜構造体の内部の pH は
3~5 の 酸 性 状 態 が 保 た れ て い る が 、 酸 性 状 態 で ヘ ム と Hx は 乖
離しやすいことが報告されている [33 ]。従って、ヘム結合性 Hx
はエンドソームもしくはリソソーム内でヘムを遊離させ、遊離
したヘムが細胞質もしくは細胞核内の Bach1 に結合すると予想
される。エンドソームもしくはリソソームからどの様にしてヘ
ムが細胞質に放出されるのか、そのメカニズム解明が今後の課
題である。
ヘムは過剰に存在すると活性酸素産生の原因となり、細胞や
組織に障害を来たすため、細胞内のヘム量は厳密に制御されて
いる。ヘムと同様に、細胞内の量が厳密に制御されているもの
として鉄イオンがある。鉄イオンもまた 、過剰に存在すると活
性酸素の産 生を促進し組織障 害性を持つように なる [45 ]。一般
的に細胞内の量の恒常性を維持するためには、吸収や排出とい
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った輸送機構が重要である。鉄イオンに関しては 、輸送機構が
比較的解明されて いる。 3 価の鉄イオンは血 中でトランスフェ
リンと複合体を形成し、トランスフェリン受容体を介したエン
ド サ イ ト ー シ ス で エ ン ド ソ ー ム に 輸 送 さ れ る こ と が 知 ら れ て
いる [46 ]。鉄イオン はエンドソーム内 でトランスフェリ ンから
乖離し、初期エンドソームに局在している輸送体 Diva l en t me ta l
t r anspor t e r 1 (DMT1)の働きにより、細胞質内に遊離すると考え
られている [47 ]。
鉄イ オン の輸 送機 構と ヘム 結合 型 Hx の取 り込 みと を比 較し
てみると、受容体を介したエンドサイトーシスで細胞内に取り
込まれる点が酷似している。そこで 、鉄イオンがエンドソーム
から輸送体により細胞質へ遊離することと同様に、ヘムもエン
ド ソ ー ム か ら 輸 送 体 の 働 き で 細 胞 質 に 放 出 さ れ る 可 能 性 が 考
えられる。
エンドソームに局在するヘムの輸送体は、線虫において報告
されている。線虫での解析により、生体内のヘム量の恒常性維
持 に ヘ ム 輸 送 体 Heme respons ive gene-1 (HRG-1)が 重 要 な 機 能
を果たすことが明らかとなった [48 ]。 HRG-1 遺伝子は、ゼブラ
フ ィ ッ シ ュ 、 マ ウ ス や ヒ ト に も 保 存 さ れ お り 、 ヒ ト の HRG-1
は 細 胞 の 形 質 膜 や エ ン ド ソ ー ム に 局 在 す る こ と が 報 告 さ れ て
い る [49 , 50 ]。 こ れ ら の こ と か ら 、 HRG-1 が 、 エ ン ド サ イ ト ー
シス で運 ばれ たヘム 結合 型 Hx 由来 のヘ ムを 細胞質 に輸 送す る
可能性が考えられる。
今 後 エ ン ド ソ ー ム で の ヘ ム 輸 送 に お け る HRG-1 の 機 能 を 解
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明 す る た め に 、 HRG-1 を ノ ッ ク ダ ウ ン し た と き の ヘ ム 結 合 型
Hx に よ る Bach1 へ の 影 響 を 解 析 し て い き た い 。 さ ら に エ ン ド
サイトーシス阻害時に、HRG-1 ノックダウンの効果が現れない
こ と を 検 証 す る こ と で 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 下 流 で HRG-1
が機能していることを明らかにしたい。
HRG-1 がヘムの輸送に関与することを裏付けるために、細胞
内のヘムの動きを実際に観察する必要がある。そのため細胞内
のヘムを可視化、もしくは定量する技術開発が求められる。
ヘムは生命活動に必須な因子であるため、抗体を作成するこ
とが現在不可能である。そのため免疫学的手法による可視化や
定量が出来ない。この問題を解決するために、ヘムのアナログ
で あ る ジ ン ク プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン (ZnPP)の 利 用 が 考 え ら れ る
[51 ]。ZnPP はポルフィリン環に亜鉛を内包した錯体でありヘム
と 構 造 が 良 く 似 て い る が 、 ヘ ム と は 異 な り 586 nm の 蛍 光 を 持
つ。ヘム単独を細胞内に取り込ませる実験系において、ヘムの
代わりに ZnPP を用い、細胞内輸送を ZnPP の蛍光でモニターす
る こ と で ヘ ム の 輸 送 機 構 に 関 す る 知 見 が 得 ら れ る か も し れ な
い。 しか し、 本研究 で確 立し たヘム 結合 型 Hx を用 いた 実験 系
にお いて は、 ヘム を ZnPP に代 替す るこ とは 出来 ない と考 えら
れる。それはヘムと ZnPP とでは Hx への結合様式が異なること
が予想されるためである。ヘムと Hx の結合には 、Hx のヒスチ
ジ ン へ の 配 位 結 合 が 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る [39 , 52 ]。
Zn 2 +の配位数は 4 であり ZnPP は軸配位子を持たないため、 Hx
に対 し配 位結 合が 出来 ない と考 えら れる 。従 って ZnPP には 、
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ヘム結合型 Hx のような Hx に対する特異的結合が見られないと
推測される。
本研 究で 確立 したヘ ム結 合型 Hx を用 いた 実験 系にお いて 、
ヘム 輸送 機構 を解析 する には Hx を可 視化 する 方法が 考え られ
る。緑色蛍光タンパク質 (GFP)融合型組換え Hx を本実験系に用
い る こ と に よ っ て 、 Hx か ら 乖 離 す る ま で の ヘ ム の 動 態 に 関 す
る知 見が 得ら れる であろ う。 また Hx と同 時に Bach1 もモ ニタ
ーす るこ とに より Hx から Bach1 へヘ ムが 受け 渡さ れるこ とが
観測できるかもしれない。
最 近 細 胞 内 ヘ ム を 間 接 的 に 観 察 す る 方 法 と し て 2’ ,
7’ -Dich lo rod ihydro f luo re sc in di ace t a t e (DCFH-DA)の 利 用 も 考 え
ら れ て い る 。 DCFH-DA は 細 胞 浸 透 性 の 蛍 光 プ ロ ー ブ で あ り 、
細 胞 内 に 散 在 す る こ と が 可 能 で あ る 。 DCFH-DA は 酸 化 剤 に 反
応して、強い蛍光を 持つ 2’ , 7 ’ -Dich lo rod ihydro f luo resce in (DCF)
へと変化する。ヘムは酸化剤としても機能することから、ヘム
の存在を DCF の蛍光で追跡することが出来るかも知れない。た
だ し 、 DCFH-DA は 活 性 酸 素 種 や 鉄 イ オ ン と い っ た 酸 化 反 応 を
引き起こす物質にも反応するので、ヘムに対する特異的なプロ
ー ブ で は な い 可 能 性 が あ る 。 そ の た め 、 ZnPP や GFP 融 合 Hx
の 利 用 な ど の い く つ か の ア ッ セ イ 系 を 組 み 合 わ せ て 細 胞 内 の
ヘムをモニターする必要がある。
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４ヘム結合型 Hx 由来のヘムがシグナル因子として作用する可能性
鎌状赤血球症、虚血再灌流障害、マラリヤなどの病態時では 、
重篤な溶血が生じる。その結果、血中の遊離ヘム濃度が上昇し 、
様々な細胞障害や組織障害を引き起こすと考えられている。
Hx は 血 中 の 遊 離 ヘ ム と 強 く 結 合 し 、 遊 離 ヘ ム の 細 胞 組 織 障
害 性 を 抑 え る 役 割 を 担 う 。 Hx と 結 合 し た ヘ ム は 肝 臓 や マ ク ロ
フ ァ ー ジ 細 胞 に 運 ば れ 、 LRP1 を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス で
細胞内に取り込まれ分解されると考えられてきた。
LRP1 が B リ ン パ球 な ど 、 肝臓 や マ クロ フ ァ ー ジ以 外 の 細 胞
でも 発現 して いるこ とと 、本 研究で 得ら れた ヘム結 合型 Hx 由
来のヘムが Bach1 の転写活性を制御する知見を考慮すると、Hx
と結合したヘムは細胞内で分解されるだけではなく、転写因子
の 活 性 制 御 を 介 し た 細 胞 応 答 の シ グ ナ ル 因 子 と し て も 作 用 す
る可能性が考えられた。
今後 はヘ ム結 合型 Hx 由来 のヘ ムが シグ ナル 因子 とし て作用
する可能性について明らかにしたいと考えている。先行研究か
らヘム結合型 Hx が細胞内に取り込まれるには 、Hx のヘム飽和
度 (飽 和 度 =ヘ ム と 結 合 し た Hx／ 血 中 の Hx の 総 量 )が 高 い こ と
が重要であることが考えられる [31 ]。ヘムと結合していない Hx
は細 胞内 に取 り込ま れず 、ヘ ムと結 合す るに つれて Hx は細 胞
内 に 取 り 込 ま れ る [31 ]。 従 っ て 、 血 中 の Hx に お け る ヘ ム 結 合
型 Hx の割 合が 高く なるに つれ て、 ヘムの シグ ナル を効率 よく
伝達すると予想される。 Hx のヘム飽和度の変化をモニターし 、
細胞 応答 との 相関を 検討 する ことで 、ヘ ム結 合型 Hx 由来 のヘ
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ム が シ グ ナ ル 因 子 と し て 作 用 す る こ と を 明 ら か に で き る と 考
えられる。
本研究でヘム結合型 Hx 由来のヘム が HO-1 遺伝子の発現を誘
導 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は ヘ ム 結 合 型 Hx 由 来 の ヘ ム が
Bach1 の転写活性を制御し 、Bach1 の標的遺伝子である HO-1 遺
伝子の発現を変化させることで、酸化ストレスに対する細胞応
答に寄与していると考えることが出来る。 Bach1 の標的遺伝子
として HO-1 遺伝子以外は未だ良く解ってない。HO-1 遺伝子以
外の Bach1 の直接的な標的遺伝子探索のため 、次世代シークエ
ンス技術を用い た ChIP- sequence(ChIP- seq )を行う必要があると
考える。 ChIP- seq により得られた Bach1 の標的遺伝子の中で、
ヘム結合型 Hx 由来のヘムに応答する遺伝子を探索することで、
へム 結合 型 Hx 由来 のヘ ムの シグナ ルの 新た な経路 とシ グナ ル
の生理的意義を見出していきたい。
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Ⅹ . 図説・表説
図１ 組換えヘモペキシンの構築と発現、分泌確認
(A)組換え Hx 構築の模式図。分泌効率を向上させるため、野生
型 の Hx の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 鎖 の 分 泌 シ
グナル配列に置き換えた (Hx+)。また、 Hx+から Hx 遺伝子のみ
を欠失させた構築も作成した (Hx- )。
(B)組換え Hx 構築に用いたプラスミドベクターの模式図。組換
え Hx 構 築 の ベ ク タ ー に は pcDNA5/FRT(Inv i t r ogen)を 用 い た 。
図中 の FRT は Flp recomb ina t ion ta rge t 配列 を示し Flp 組換 え酵
素により DNA 組換え反応が生じる遺伝子領域である。HygR は
ハイグロマイシン耐性遺伝子である。ただし開始コドンが欠失
しているため発現はしない。 AmpR はアンピシリン耐性遺伝子
で あ る 。 CMV promoto r は ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由 来 の プ
ロモーターであり哺乳類細胞で機能する遺伝子である。
(C)組換え Hx 構築の発現、分泌確認。 (A)の構築を Flp - In TM293
細 胞に 一 過的 に導 入 し 2 日 間培 養 した 後、 His タ グ抗 体 を用 い
たウ エス タン ブロッ ト法 で培 養上清 の組 換え Hx を検 出し た。
レ ー ン 上 の Hx- は 、 Hx- 構 築 を 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を
SDS-PAGE で 展 開 し た も の 、 Hx+は Hx+構 築 を 導 入 し た 細 胞 の
培養上清を SDS-PAGE で展開したものを示している。
図２ 組換え Hx タンパク質の精製
(A)組換え Hx の精製手順。
(B-C)陰イオン交換カラムによる組換え Hx タンパク質の精製。
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Hx-構築、Hx+構築それぞれを Flp - In293 TM 細胞に一過的に導入 。
それぞれの細胞の培養上清を陰イオン交換カラムに流した。そ
の 後 カ ラ ム に 吸 着 し たタ ン パ ク 質 を NaCl 濃 度 勾 配 で 分 画 溶 出
した (B)。分画 6 において、 Hx-ではピークは生じていないが、
Hx+でピークを生じている (矢印 )。これらの分画に組換え Hx が
存 在し てい るか を、 His タ グ抗 体を 用い たウ エス タン ブ ロッ ト
法で検討した (C)。
(D)Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ る 組 換 え Hx タ ン パ ク 質 の 精
製。陰イオン交換カラム精製後の組換え Hx が存在する分画を
Ni アフィニティーカラムに流した。その後カラムに吸着したタ
ン パ ク 質 を 高 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ー ル 溶 液 (500 mM イ ミ ダ ゾ ー ル )
で分 画溶 出し た。陰 イオ ン交 換カラ ム精 製後 の組換 え Hx が存
在す る分 画 ( i npu t )、 inpu t を Ni アフ ィニ ティー カラ ムに流 した
際に吸着されなかった分画 (FT )、Ni アフィニティーカラムに吸
着 し イ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 さ れ た 分 画 ( ① - ⑥ ) を そ れ ぞ れ
SDS-PAGE で展開し、クマシーブリリアントブルーで染色した。
図３ 組換え Hx 安定発現株樹立
(A)F lp - In sys t em 概 要 。 ゲ ノ ム に FRT 配 列 を 持 つ ホ ス ト 細 胞
(F lp - In TM293 細胞 )に Flp 組換え酵素産生遺伝子を持つプラスミ
ド で あ る pOG44 と 、 目 的 遺 伝 子 の 上 流 に FRT 配 列 と ハ イ グ ロ
マイシン耐性遺伝子 (開始コドン欠失 )を持つプラスミドを同時
に 導 入 す る と 、 FRT 配 列 で DNA 組 換 え 反 応 が 起 こ り 、
Flp - In TM293 細 胞 の ゲ ノ ム に 目 的 遺 伝 子 と ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐
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性遺伝子が導入される。DNA 組換え反応が生じた細胞のみがハ
イグロマイシン耐性遺伝子を発現するため、ハイグロマイシン
による薬剤選別が可能である。 (プラスミド DNA 上のハイグロ
マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 は プ ロ モ ー タ ー 及 び 開 始 コ ド ン が 欠 け て
いるため発現しない。 )
(B) Flp - In TM293 細胞におけるハイグロマイシン感受性の検証。
Flp - In TM293 細胞を 0 -300 μg /ml ハイグロマイシンを含む生育培
地で 3 日間培養した。細胞を回収し、死細胞を PI で染色した。
培 養 し た ハ イ グ ロ マ イ シ ン 濃 度 に 対 し て 生 細 胞 (PI の 蛍 光 を 持
たない細胞 )の割合をプロットした。 300 μg /ml ハイグロマイシ
ンを含む生育培地で 3 日間培養すると、生細胞の割合は半減し
た。
図４ 組換え Hx とヘムとの結合アッセイ
(A)Na t ive -PAGE を利用した組換え Hx とヘムとの結合アッセイ。
組 換 え Hx 5 μM に 対 し て 0-58 μM の ヘ ム を 混 和 し 、 そ れ ぞ れ
Nat ive -PAGE で ヘ ム 結 合 型 Hx と 遊 離 ヘ ム と に 分 離 し た 。 展 開
し た ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に ECL plus 試 薬 を 添 加 し ヘ ム を 可 視
化 し た (左 図 )。 混 合 し た ヘ ム 量 に 対 し 、 ヘ ム 結 合 型 Hx の 画 分
のバ ンド の濃 さをプ ロッ トす ること で、 組換 え Hx とヘ ムと の
結合曲線を描いた (右図 )。
(B)分光学的性質を利用した組換え Hx とヘムとの結合アッセイ。
5 μM 組換え Hx に対して 2 等量以上のヘムを添加後 、ゲル濾過
で遊 離ヘ ムを 除くこ とで ヘム 結合型 Hx を調 製し た。 ヘム結 合
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型 Hx の紫外領域の吸収スペクトルを測定し 、Sore t 帯と Q 帯の
吸収パターン を解析した。ヘム結合型 Hx には 410nm(Sore t 帯 )
に 吸収 ピー ク があ り 、ま た 500nm-600nm(Q 帯 )に 吸収 がみ ら れ
た が 、 Hx 単 独 や ヘ ム 単 独 に は み ら れ な か っ た 。 な お 吸 収 ス ペ
ク ト ル 測定 に は 、 ヘ ム 結 合型 Hx は タ ン パク 質 濃 度 で 50 M、
Hx 単 独 は タ ン パ ク 質 濃 度 で 5 M、 ヘ ム 単 独 に つ い て は 5 M
ヘムを用いた。
図５ ヘム結合型 Hx による HO-1 発現誘導
(A)ヘム結合型 Hx による HO-1 mRNA 発現誘導の検証。マクロ
ファージに分化を誘導した THP-1 細胞を、 Buff e r、 1 μM ヘム、
1 μM Hx、 1 μM へ ム結 合 型 Hx を 含む 無 血清 培 地 で 6 時 間培 養
後、それぞれ定量 PCR にて HO-1 mRNA 量を解析した。
(B) ヘ ム 結 合 型 Hx に よ る HO-1 タ ン パ ク 質 発 現 誘 導 の 検 証 。
マクロファージに分化を誘導した THP-1 細胞を、 Buffe r、 1 μM
ヘム、0-2 μM へム結合型 Hx を含む無血清培地 で 12 時間培養後、
ウエスタンブロット法にて HO-1 タンパク質を検出した (上図 )。
さらに HO-1 タンパク質 を NIH Imag ing 3.1 ソフトウェアにより
定量した (下図 )。
図６ ヘム結合型 Hx の細胞への取り込みメカニズム解析
(A) ヘムとヘム結合型 Hx によ る HO-1 発現誘導開始の時間差検
証。マクロファージに分化を誘導した THP-1 細胞を、Buff e r、1
μM ヘ ム 、 1 μM Hx、 1 μM へ ム 結 合 型 Hx を 含 む 無 血 清 培 地 で
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0-6 時 間 培 養 後 、 そ れ ぞ れ 定 量 PCR に て HO-1 mRNA 量 を 解 析
した。
(B) ヘム結合型 Hx によ る HO-1 発現誘導のエンドサイトーシス
依存性検証。マクロファージに分化を誘導した THP-1 細胞を、
5 μg/ml クロルプロマジンを含む生育培地で 30 分培養した。そ
の後、培養液を Buffe r、1 μM ヘム 、1 μM へム結合型 Hx を含む
無血清培地に置き換え、 6 時間培養後 、それぞれ定量 PCR にて
HO-1 mRNA 量を解析した。グラフ中の CPZ+はクロルプロマジ
ン処理をしたもの、CPZ-はクロルプロマジンの代わりに滅菌水
で処理したものを示している。
(C) クロルプロマジンの薬効検証。マクロファージに分化を誘
導 し た THP-1 細 胞 を 、 0-5 μg/ml ク ロ ル プ ロ マ ジ ン を 含 む 生 育
培地でそれぞれ 30 分培養した。その後、培養液を Buffe r、1 μM
ヘム、 1 μM へム結合型 Hx を含む無血清培地に置き換え 6 時間
培養後、それぞれ定量 PCR にて HO-1 mRNA 量を解析した。
図７ 細胞外ヘムによる Bach 因子を介した遺伝子制御モデル
細胞 外に おけ るヘム は主 に Hx と複 合体 を形 成して いる 。ヘ ム
結 合 型 Hx は LRP1 を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス で エ ン ド ソ ー
ムもしくはリソソームに運ばれる。エンドソームもしくはリソ
ソームから細胞質に遊離したヘムは Bach1 に結合する。ヘムと
結合した Bach1 は分解され不活化される。 Bach1 の不活化に伴
い HO-1 遺伝子の発現抑制が解除され 、HO-1 の発現が誘導され
る。
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